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摘要 : 刺 梨 的 果 刺 给 水 果 采 摘 和 食品 加 工 带 来 不 便 。 本 文 从 刺 梨 有 果实 中 克隆 得 到 与 果 刺 发 育 形成 相关 的 基因 RrGL2， 为 研究 
果 刺 的 形成 和 发 育 的 分 子 机 制 提 供 了 理论 基础 。 通 过 石蜡 切片 观察 刺 梨 果实 的 果 刺 细胞 学 发 育 过 程 。 以 刺 梨 ` 贵 农 5 号 "的 
cDNA 为 模板 ， 通 过 RACE 克隆 获得 刺 梨 中 与 拟 南 芥 表皮 毛 形成 GL2 的 同 源 基 因 RrGL2， 并 对 该 基因 进行 生物 信息 学 分 析 和 
表达 分 析 。 刺 结构 在 花芽 形成 早期 基部 内 的 细胞 首先 不 断 分 裂 ， 向 外 继续 发 育 ， 中 部 的 细胞 变 细 、 变 长 形成 “ 针 ” 状 结构 ， 


顶部 的 细胞 逐渐 木质 化 使 刺 变 硬 ， 形 成 果 刺 。 通过 RACE 扩 增 得 到 RrGL2 的 cDNA 全 长 2 292bp, 编码 763aa 氨基 酸 。RrGL2 
HA Homeodomain 同 源 结构 域 和 StAR 磷脂 酰 胆 碱 转移 蛋白 的 结构 域 ,RrGL2 与 其 他 物种 编码 的 GL2 氨基 酸 同 源 性 高 度 相似 ， 
并 且 系 谱 树 分 析 揭 示 刺 梨 RrGL2 和 草莓 属 亚 种 的 GL2 密切 相关 。 最 后 ，qRTPCR 分 析 表 明 ，RrGL2 在 茎 和 果实 中 的 表达 水 
平 高 于 其 他 组 织 ,在 花 后 7 周 果 刺 中 的 表达 最 高 ， 是 3 周 和 5 周 果 刺 中 的 7.87 倍 和 2.10 倍 。RrGL2 的 功能 与 果 刺 的 形成 发 育 
密切 相关 ， 该 研究 为 刺 梨 中 刺 形成 的 分 子 机制 和 育种 提供 了 理论 基础 。 
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Cloning, phylogenic and expression analysis of GL2 homology gene in 
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Abstract: The prickles of Rosa roxburghii might induce inconveniences in fruit harvesting and food processing. 
Rosa roxburghii GLABROUS 2 (RrGL2), a prickle-development related AtGL2 homology gene, was isolated from 
*Guinong 5' and made relative biological analysis in this paper. These results could provide theoretical basis for 
thorn formation and development. The cytological development of fruit thorn of Rosa roxburghii was observed by 
paraffin section. Leaves of Rosa roxburghii was used to synthesize cDNA based on the manufacturer's instructions 
of RACE. Subsequently RrGL2 was made relative informatics analysis and the gene expression level was evaluated. 
The base cells continuously divided at the early stage of flower bud, then outward developed. The middle cells 
continued to become thinner and longer to form a “needle” structure. In the early stage of flower bud formation, the 


cells in the base of the thorn structure first divided continuously and continued to develop outwards. The cells in 
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the middle became thinner and longer, forming a "needle" structure. The lignification gradually was observed at the 
top cells to make the prickles hard. The full lengths of RrGL2 was 2, 292 bp by RACE, encoding 763 amino acids. 
The RrGL2 has a structure of homeodomain and StAR phosphatidylcholine transfer protein, which is likely to 
regulate the development of Rosa roxburghii prickles. Then, a search for homologous species in the NCBI 
databases revealed a high similarity of amino acid homology encoded by the RrGL2 with other Rosa species, and 
phylogenic analysis revealed a close relationship of structure domains between Rosa roxburghii and Fragaria 
vesca subsp. Finally, real-time PCR analysis showed that the relative expression value of RrGL2 in fruit prickles at 
7 weeks after flowering was the highest, almost respectively 7.87 times and 2.10 times than that at 3 weeks and at 5 
weeks after flowering. RrGL2, a prickles-forming gene acted to regulate the morphology and development of 
prickles. This work may provide a way for further researches on the molecular mechanisms underlying the 
formation and development of prickles in Rosa roxburghii, and a molecular basis for the cultivation of a thornless 
fruits of Rosa roxburghii through genetic engineering. 
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BR CRosa roxburghii) 作为 茧 薇 科 的 一 种 果实 , 因 具 有 良好 的 风味 和 较 高 的 营养 价值 深 受 消费 者 喜爱 ， 
在 中 国 西南 地 区 尤其 是 贵州 省 大 规模 种 植 。 果 实 中 含有 一 些 酚 类 化 合 物 、 抗 氧化 物 等 (Van et al., 2008), K 
此 可 作为 放射 性 保护 剂 和 肿瘤 抑制 剂 (Xu et al., 2014; Liu et al., 2012)。 同 时 刺 梨 也 是 果汁 和 干果 的 重要 原料 。 
然而 ， 刺 梨 果 实 密 披 果 刺 ， 果 刺 对 水 果 采 摘 、 食 品 加工 、 田 间 和 果园 管理 造成 不 便 。 近 年 来 随 着 园艺 业 的 
发 展 ， 植 物 果 刺 已 经 引起 越 来 越 多 的 关注 。 
刺 是 广泛 存在 于 许多 植物 中 由 表皮 组 织 生 长 所 形成 的 渐 尖 突起 (Kellogg et al., 2011)， 可 存在 于 时 、 荟 、 
果实 和 其 他 器 官 (Feng et al., 2015)。 刺 的 存在 增加 植物 表皮 厚度 ， 减 少 热 量 和 水 分 的 散失 ， 防 止 昆虫 和 病原 
本 的 侵袭 或 机 械 损伤 (Gomes et aL, 2012)。 目 前 研究 表明 ， 覆 分 子 和 玫瑰 的 刺 来 源 于 修饰 的 腺 毛 ， 它 们 继续 
生长 并 最 终 人 硬化 成 最 终 的 刺 状 形态 ， 作 为 表皮 组 织 的 外 生物 。 因 此 ， 刺 是 表皮 毛 与 少数 皮层 细胞 的 变形 
成 的 。 表 皮毛 是 植物 器 官 表面 一 种 特殊 的 单 细胞 结构 。 表 皮毛 发 育 所 需 基 因 的 时 空 表达 受 一 种 三 元 激活 
复合 物 协调 (An et al, 2011)。 植 物 表皮 毛发 育 的 调节 特别 是 在 拟 南 芥 中 的 研究 取得 了 很 大 的 进展 。 通 过 转录 
因子 MYB[GLABRA 1(GL1), WEREWOLF, CAPRICE, TRIPTYCHON]、 WD-40 型 [TRANSPARENT TESTA 
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GLABRA 1 (TTGI]. bHLH[GLABRA 3 (GL3) ]fll ENHANCER of GLABRA 3 (EGL3), HD-zip[GLABRA2 
(GL2) ] 和 WRKYI 类 转录 因子 [TRANSPARENT TESTA GLABRA2 CTTG2) ](Zhao et al., 2008; Gan et al., 
2011). RERDOURSAESEUS 8| GLI RI TTGI 可 以 结合 到 GL3 和 EGL3 的 不 同 区域 ， 表 明 MYB-bHLH-WD40 
复合 物 可 形成 三 聚 体 转录 激活 成 分 ， 并 调控 表皮 毛发 育 的 下 游 基 因 和 形态 发 生 (Pesch et al., 2015; Ramsay & 
Glover, 2015). GL2 可 通过 反馈 机 制 激活 参与 表皮 毛 成 熟 的 TTG1 复合 体 来 切换 MYB-bHLH-WD40 复合 体 
的 功能 。 在 表皮 毛 和 根 毛 的 形成 过 程 中 , 两 个 相 邻 的 细胞 能 够 相互 竞争 GL2/TTG1 等 表达 调控 因子 (Pu et al., 
2003)。 
GL2 在 表皮 毛 形态 发 生 中 发 挥 着 重要 人 作用， 包括 细胞 分 枝 、 扩 张 和 细 胞 壁 成 熟 (Szymanski et al., 1998). 
GL2 是 一 种 同 源 框 基 因 , 编码 含有 StAR (steroidogenic acute regulatory protein) 结构 域 的 HD-Zip 转录 因子 。 
这 种 同 源 框 蛋 白 可 在 植物 不 同 的 发 育 过 程 中 协调 靶 基因 的 表达 (Rerie et al., 1994; Di & Al, 1996). GL2 在 成 熟 
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表皮 毛 中 持续 表达 ， 并 且 是 在 早期 形态 发 生 中 非 根 毛细 胞 和 表皮 毛 分 化 所 必需 (FEyvie et al., 2015)。 近 期 研究 
表明 ，GL2 是 调节 根 毛 发 育 所 必需 的 ， 并 且 优 先 在 根 的 分 生 组 织 和 伸 长 区 域内 的 非 毛 发 表皮 细胞 中 表达 
(Masucci et al., 1996)。812 突变 体 和 el2/gl3 双 突 变 体 均 影响 表皮 毛 的 形态 发 生 ， 使 叶片 上 的 表皮 毛 降解 和 减 
上 上， 同时 g1-2 突变 体 还 具有 种 皮 粘 液 缺乏 、 形 成 异 位 根 毛 等 表 型 (Gao et al., 2008; Shi etal., 2012)。 此 外 g12 
突变 体 不 能 形成 围绕 表皮 毛 的 毛 状 辅助 细胞 。 遗 传 实 验 表 明 ，GL2 是 GL1 和 TTG1 的 下 游 调控 基因 (Pesch 
& Hülskamp, 2011). 
本 研究 利用 贵州 省 广泛 种 植 的 ' 贵 农 5 号 "分离 克隆 与 果 刺 发 育 有 关 的 RrGL2， 对 RrGL2 基因 进行 了 生 
物 信息 分 析 和 时 空 表 达 检 测 ， 可 为 进一步 研究 刺 梨 果 刺 形成 和 发 育 的 分 子 机 制 以 及 通过 基因 工程 培育 刺 梨 
无 刺 果 实 提 供 了 遗传 资源 和 理论 基础 。 
1 材料 和 方法 
1.1 植物 材料 和 细胞 学 分 析 
= AERIAL SUN 5 号 "的 叶片 和 果实 后 ， 一 部 分 立即 在 液 氮 中 冷冻 并 储存 在 -80 *C。 选 择 叶 ， 幼 果 和 成 熟 
a 果实 并 收集 花 后 3 JA). 5 周 和 7 周 的 果 刺 以 检测 RrGL2 的 表达 水 平 。 另 一 部 分 通过 体 视 显微镜 (SZX7， 
Tr OLYMPUS, Japan) 观察 并 拍照 。 
采摘 不 同时 期 的 幼 芽 用 FAA 固定 液 固 定 ， 先 在 离心 管 中 装 入 3 mL 固定 液 ， 将 样品 放 入 固定 液 中 ， 封 
口 膜 封 口 ， 用 解剖 针 在 封口 膜 上 扎 几 个 小 孔 ， 然 后 抽 真 空 ， 抽 过 真空 后 再 加 入 2 mL 固定 液 (样品 与 固定 液 
之 比 约 为 1:20)。 若 长 期 保存 应 将 固定 液 换 成 720% 酒精，4 °C 冰箱 保存 。 第 1 天 用 70% 酒 精 过 夜 ， 第 2 天 用 
= 85% 酒 精 、95% 酒 精 、 无 水 酒精 、 无 水 酒精 、1/5 SPAS. CORRAL 15 试剂 ,再 加 1/5 SAE). 2/5 =A 
OQI Æ; OREHA US 试剂 ， 再 加 LS =D. 3/5 CPA; ORENK LS 试剂 ， 再 加 LS LPR 4/5 — n 
AR; COHAN 1/5 试剂 ， 再 加 1/5 二 甲 茜 )、 纯 二 甲 茶 ;( 吸 出 瓶 内 全 部 液体 ， 加 入 新 液 )、 纯 二 甲 共处 理 后 
加 碎 蜡 ( 放 入 36 °C 烘箱 ， 放 置 3 d 以 上 ) 洗涤 。 将 已 固着 和 修好 的 蜡 块 装 在 样品 固定 器 上 ， 并 固定 好 。 将 
切片 刀 装 在 切片 机 上 。 调 节 刀 片 的 厚度 为 8~15 um. 
将 切 出 的 蜡 带 , 平展 于 盒 内 以 供 展 片 。 之 后 经 显微镜 (BX53, Olympus, Japan) 观察 , SPOT FLEX™CCD 
拍摄 (Diagnostic Instrument, USA). 
1.2 RNA 提取 和 纯化 
使 用 Trizol 试剂 (TaKaRa, Japan) 提取 茎 、 叶 片 、 花 苯 、 种 子 和 以 及 花 后 3 周 、5 周 和 7 周 的 皮 刺 部 
位 的 总 RNA， 有 具体 步骤 参考 试剂 盒 说 明 。 先 用 DNA M (TaKaRa, Japan) 处 理 RNA 样品 。 然 后 根据 试剂 
盒 说 明 使 用 oligo dT- 接 头 引 物 的 RT-PCR Kit (TaKaRa, Japan) 将 提取 的 RNA 进行 逆转 录 。 
1.3 分 离 GL2 cDNA 
3'RACE 
利用 3' RACE (TaKaRa, Japan) 试剂 盒 以 刺 梨 叶片 提取 的 RNA 进行 第 一 链 cDNA 合成 。 根 据 NCBI 
Chttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 下 载 的 其 他 生物 所 报道 的 与 果 刺 发 育 有 关 的 GL2 同 源 序列 设计 引物 。 用 引 
物 进行 两 轮 PCR 扩 增 基因 的 3' 末端 C 1)。 第 一 轮 PCR: 首先 94 °C 变性 3 min， 然 后 进行 20 个 循环 的 扩 
增 (94 °C 30s, 55°C 308, 72?C2 min) 和 最 后 72 °C 延伸 10 mins 然后 以 第 一 轮 PCR 产物 作为 第 二 次 PCR 
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扩 增 的 模板 ， 并 且 在 与 第 一 轮 PCR 相同 的 条 件 下 运行 35 个 循环 。 
# 1 GL2 cDNA 克隆 RACE 引物 
Table.1 Primers used for RrGL2 isolation from Rosa roxburghii 


退火 条 件 
引物 引物 序列 (5'-3 应 用 Annealing conditions 
Primer Sequences of primers Application 温度 时 间 
Tm(°C) Time(min) 
RrGL2-1 TAGCTGCATAAATGCTTACG Ist of 3’ RACE 55 2 
RrGL2-2 AATCGCAGGAACGAGTGGG 2nd of 3’ RACE 55 2 
RrGL2-3 GGGGTGACTCCTTGAACA 5' RACE 55 2 


S'RACE 

根据 SMARTerTM RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 (No.634923，Clontecn)， 以 叶片 总 RNA 为 模板 合成 cDNA 
第 一 链 。 按 照 上 述 3 末端 的 序列 合成 基因 特异 性 引物 ( 表 1) 进行 Touch-down PCR: 5 个 循环 (94 °C, 30 s; 
72"C，90s.)， 然 后 5 个 循环 (94°C, 30s; 70°C, 30s; 72°C, 1 min。)， 最 终 30 个 循环 (94°C, 30s; 
55°C, 2min; 72°C, 2 min). 
1.4 克隆 和 测序 

PCR 产物 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 检 测 , 挖 胶 回 收 后 以 琼脂 糖 凝 胶 DNA 纯化 试剂 盒 (DV805A, TaKaRa, Janpan ) 
纯化 ， 克隆 到 pMD18-T 载体 (TaKaRa, Janpan) 中 ,最 后 热 激 法 转化 大 肠 杆 菌 DH5a 菌株 (Trans, China). 
阳性 克隆 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 中国 上 海 ) 测序 。 
1.5 序列 分 析 
使 用 NCBI ORF finder 对 PCR 扩 增 获得 的 GL2 开放 阅读 框 片段 进行 分 析 。 通 过 NCBI BLASTp 获得 
RrGL2 同 源 蛋白。 使 用 ProtParam 分 析 和 蛋白 质 的 分 子 量 \ 等 电 点 和 氨基 酸 组 成 。 用 ProtScale 的 Kyte & Doolittle 
方法 预测 这 些 蛋 白质 的 杂 水 性 或 疏水 性 。TMHMM 2.0 服务 器 Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) 用 
于 预测 和 蛋白质 的 跨 膜 结构 域 。 SMART 在 线 预 测 蛋 白质 结构 域 。 ESPript 3.0 

Chttp://espript.ibcp.fr/ESPrip/ESPripu/) 预测 乍 白质 二 级 结构 。Mega6.0 软件 Neighbor-Joining 法 用 于 构建 系 

谱 树 。 
1.6 基因 表达 检测 
使 用 FastStart DNA Master SYBR Green I AFA 7E LightCycler 480 仪器 (Roche, Switzerland) 中 进行 
RrGL2 的 qRT-PCR £f J! . -actin TE NW B 3E DW. 5| Y9 A RrGL2: Forward (5’-3’): 
CGAGGCAGTGACAGTGAAGQG; Reverse (5-3): GGCAGACTCAACAGACTCCATAG. f-actin: Forward 
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(5-3): CCGCCATGTA TGTTGCCATCC; Reverse (5'-3'): AGCCAGGTCAAGACGCAGAAT. 
qRT-PCR 程序 根据 SYBR 说 明 书 进行 ， 扩 增进 行 40 个 循环 : TE 95 °C 变性 30s， 在 55 "C 退 火 30s， 并 
在 72 °C 延伸 1 min。 相 对 于 对 照 的 表达 水 平 通过 计算 AACt (AACt=sample ACt - control ACE ACt= RrGL2 
Ct -b-actin Ct， 然 后 用 2AA5 方 法 分 析 。 
1.7 统计 分 析 
本 研究 中 的 所 有 数据 均 为 三 次 生物 学 重复 的 平均 值 和 相应 的 标准 偏差 表示 。 使 用 SPSS 单 因 素 方差 分 析 


方法 分 析 获 得 的 数据 ，Duncan £5 


2 结果 与 分 析 


2.1 刺 梨 不 同 组 织 的 观察 和 早期 细胞 学 研究 


分 别 选取 刺 梨 的 不 同 部 位 观察 ， 如 图 
C)、 果 实 (Al: DO 和 种 子 〈 


1 所 示 , 包括 的 组 织 有 茎 ( 


果 刺 。 在 花芽 最 外 的 部 位 也 存在 少量 刺 的 形 


图 1: E)。 在 共和 果实 的 组 织 表面 上 观察 到 有 一 些 坚 硬 的 刺 ， 
态 ， 叶 片 和 种 子 外 表面 没有 出 现 坚 硬 的 刺 。 


检验 以 比较 统计 显著 性 差异 CP <0.05 )。 


图 


1: A)、 叶 (图 1: B)、 花 芽 〈 图 1: 


YE: A. X, Bar=lcm; B. 叶 ，Bar=0.5 cm; C. 花芽 ，Bar=0.5 cm; D. 果实 ，Bar=l cm; E. 种 子 ，Bar=l mm. 
Note: A. Stem, Bar =1 cm; B. Leaves, Bar=0.5 cm; C. Flower bud, Bar=0.5 cm; D. Fruit, Bar=1 cm; E. Seed, Bar=1 mm. 


iE 


步 选取 不 同 发 育 阶段 的 果实 ; 


到 1 刺 梨 不 同 组 织 的 观察 


Fig.1 Various tissues of Rose roxburghii 


行 果 刺 数量 和 长 度 的 统计 ， 如 表 2 所 示 。 


选取 花 后 3、5 和 7 周 形成 


的 果实 ， 此 时 刺 梨 果实 的 直径 分 别 是 1.5、2.3 和 3.4 cm。 将 果实 分 为 三 个 部 位 进行 统计 ， 分 别 为 上 部 、 中 


部 和 下 部 。 从 表 2 中 可 以 得 到 ,在 不 同 的 发 育 时 期 , 果 刺 的 数量 均 3 


而 随 着 果实 的 发 育 ， 三 个 部 位 果 刺 的 长 度 均 发 生 显著 性 的 增加 。 
X 2 刺 梨 果实 ( 花 后 3、5 和 7 周 后 ) 的 三 个 不 同 部 位 果 刺 数量 和 长 度 的 比较 
Table 2 Number and length of prickles on various type of Rose roxburghii fruits at 3, 5 and 7 WAF (weeks 


T FUR EDO 3 


Fruits at different 


development stage 
伦 后 3 周 (3 WAP) 


花 后 5 周 (5 WAF) 


花 后 7 周 (7 WAF) 


after flowering) 


果 刺 的 数量 
Number of prickles 
上 部 中 部 下 部 
Upper Middle Lower 
29.3+1.5b 65.4+3.5a 32.6+6.5 a 
28.0+3.6 a 67.3+2.1b 34.3+3.1 b 
29.7+1.2 b 70.6+8.3 c 32.7+6.5 a 


注 : 表 中 的 字母 表示 数据 显著 性 差异 。 


Note: The letters indicated statistical significance of differences. 


ERR! 


在 中 部 ， 上 部 和 下 部 数量 较 少 。 


果 刺 的 长 度 
Length of prickles 
上 部 中 部 下 部 
Upper Middle Lower 
1.33+0.31 a 2.50+0.54 a 1.72+0.73 a 
1.83+0.29 b 3.16+0.76 b 2.62+0.64 b 
2.38+0.75 c 4.3340.29 c 3.28+1.17 c 


RFRA — ERE A EPR KR, EIA ARAR — Fe BERIT HEA EEKE XUEBIAURSOE 


BUI ZE GTEC. URIBE AAR EAE SINS, RU AR Sin op EAR 


BH EDR? 


Mj. MAEM RA, SE EN 
FE AEH E SERE Ab, MESS 
生 组 织 细胞 进行 切 向 分 裂 ， 细 胞 数目 开始 增 


1 结构 会 成 批 次 的 产生 ， 逐 渐 
原 基 开 始 慢 慢 发 育 形成 一 些 粗 而 短 的 近 
加 ， 表 皮 上 的 细胞 也 ; 


增多 ( 


分 胞 开始 分 裂 分 化 ， 在 花 的 发 育 过 程 中 刺 梨 
胞 也 开始 不 断 发 生 。 花 的 发 育 是 一 个 动态 的 过 程 ， 最 初 观察 到 花 划 上 有 少量 已 经 形成 的 刺 结 
图 2: A)。 当 花 的 结构 慢 慢 向 外 展开 时 ， 
似 椭 圆 形 的 结构 ， 刺 原 基 突起 内 的 基本 分 
行 分 裂 以 适应 刺 的 向 外 延伸 〈 


图 2: B). 
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基部 内 的 细胞 迅速 分 裂 使 基部 扩展 变 大 ， 中 部 细胞 增多 ,形态 也 发 生变 化 ,椭圆 形 的 细胞 开始 变 细 、 变 长 ， 
尖端 呈 “ 针 ” 状 型 结构 ， 刺 结构 的 整体 外 形 初步 形成 《图 2: CÓ. 


注 : A、B、C 是 不 同 花 芽 分 化 时 期 果 刺 的 形成 过 程 ， 箭 头 所 指 为 果 刺 ，Bar=l mm 
Note: A, B, C indicated various prickles development at early stage of flower bud. The arrow represented prickles bar=1 mm 
图 2 刺 梨 早期 果 刺 细胞 学 观察 
Fig.2 Cytological observation of fruit prickles at different development stages of Rosa roxburghii 


2.2 RISE RrGL2 的 序列 分 析 

以 ' 贵 农 5 号 的 RNA 为 模板 ， 通 过 RACE 方法 得 到 RrGL2 的 全 长 cDNA. RrGL2 (Genebank 登录 号 : 
MG386498) 的 全 长 为 2292 bp, 编码 763 个 氨基 酸 。 BLAST 分 析 表 明 , 刺 梨 的 RrGL2 序列 和 草莓 (Fragaria 
vesca subsp. Vesica). 4k (Prunus persica), 苹果 (Malus domestica). WAWI (Jatropha curcas ) 和 桑 (Morus 
notabilis) GL2 具有 较 高 的 同 源 性 ， 分 别 是 96%、88%、86%、78% 和 80% 的 相似 性 。 

ProtParam 分 析 RrGL2 得 到 其 分 子 量 为 849 kDa。RrGL2 的 等 电 点 是 5.73。 RrGL2 含有 13.76% 的 酸性 
氨基 酸 , 13.63% 的 碱 性 氨基 酸 , 38.79%% 的 疏水 性 氨基 酸 , 27.39% 的 带电 荷 氨 基 酸 和 61.07% 的 极 性 氨基 酸 。 
ProtScale 分 析 RrGL2 得 到 其 亲 水 性 氨基 酸 的 数量 明显 大 于 疏水 性 氨基 酸 的 数量 , 且 亲 水 性 的 平均 值 为 -0.525， 
表明 RrGL2 编码 的 蛋白 质 为 可 溶性 蛋白 质 。TMHMM2.0 预测 表明 RrGL2 不 含有 跨 膜 结构 域 。 

2.3 RrGL2 的 同 源 蛋 白 和 系谱 树 分 析 

将 不 同 物种 的 GL2 进行 比 对 分 析 ( 图 3: A)。BLAST 分 析 表 明 , RrGL2 和 草莓 (Fragaria vesca subsp.)、 
Wk (Prunus persica)、 苹 果 (Malus domestica). WAAN (Jatropha curcas) #38 (Morus notabilis) 的 蛋白 
质 序列 相似 性 较 高 ， 分 别 是 9896. 92%, 90%. 83965 82% 相 似 性 。 
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Jatropha curcas CT 
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B 107-169 同 源 结 构 域 276-s00 ”StAR 和 磷脂 酰 胆 碱 转移 蛋白 


Homeodomain i, StAR and phosphatidyicholine transfer protein 


b 


FE: A.RrGL2 与 其 他 物种 的 序列 比 对 图 B. 二 级 结构 域 HOX (107-169 aa) ffl START (276-500 aa); C. RrGL2 的 三 级 结 
构 域 (PDB: 2Z9Z)。 

Note: A. Amino acid sequence alignments of RrGL2 with other five plants; B. The second motifs HOX (107-169 aa) and START 

(276-500 aa); C. The third dimensional protein structure of RrGL2 (PDB number: 2Z9Z) 


3 RrGL2 的 结构 
Fig.3 Structure of RrGL2 
基于 RrGL2 的 三 维 结构 (PDB 编号: 22925. PH ESPript 3.0 得 到 蛋白 质 的 二 级 结构 和 三 级 结构 。 如 
图 3: A 所 示 ，B- 转 角 是 序列 的 主要 二 级 结构 。 多 序列 比 对 的 结果 表明 ，RrGL2 与 其 他 物种 的 二 级 结构 域 也 
较为 保守 。SMART 分 析 显 示 RrGL2 的 结构 域 包括 两 个 主要 结构 域 ， 分 别 是 位 于 107-169 氨基 酸 的 同 源 结 
FJER HOX (homeobox) 和 位 于 276-500 氨基 酸 的 START. (STAR 和 磷 酰 胆 碱 转移 蛋白 ) (图 3: B)。 图 3: 
C 以 两 种 不 同 的 方式 显示 了 RrGL2 三 维 结构 ， 在 不 同 的 折 县 处 ， 包 括 转角 和 不 规则 的 卷曲 均 可 发 生 与 
DNA/RNA 的 结合 。 使 用 Mega 6.0 软件 ， 得 到 刺 梨 与 其 他 植物 的 亲缘 关系 ， 如 图 3 所 示 。 图 中 显示 RrGL2 
与 草莓 中 的 GL2 序列 最 相似 。 除 此 之 外 ，RrGL2 与 其 他 蓄 蔽 科 植 物 的 亲缘 关系 也 较 近 ， 如 桃 ， 樱 桃 ， 梅 和 
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利用 Mega 6.0 软件 构建 RrGL2 的 系统 进化 树 图 ， 如 图 4 所 示 ，RrGL2 与 草莓 中 的 GL2 序列 最 相似 ， 
其 他 蔷薇 科 植 物 的 亲缘 关系 也 较 近 ， 如 桃 ， 樱 桃 ， 梅 和 苹果 。 


AHAB HE Prunus avium 
57 
100 HB Prunus mume 
Bt Prunus persica 
苹果 Malus domestica 
FURL Rosa roxburghii 
8T ES E Fragaria vesca 
葡萄 Vitis vinifera 
Ziziphus jujuba 
i Morus motabilis 
可 可 Theobroma cacao 
甜 机 Citrus sinensis 
IK Manihot esculenta 
橡胶 树 Hevea brasiliensis 
麻风 树 Jatropha curcas 
FE Ricinus communis 
核桃 Juglans regia 
FRAT IY Lupinus angustifolius 
f& i € Cleerarietinum 
IRE  Vignaangularis 
IKE Cajanus cajan 
€ Glycine max 

BF Chenopodium quinoa 
烟草 ”Nicotiana tabacum 
Ta] R S& Helianthus annuus 


TI BR 3} Arabidopsis thaliana 


0415 0.1 0.05 0.00 


图 4 RrGL2 的 系谱 树 分 析 
Fig.4 Phylogenetic tree of RrGL2 to the GL2 of other species 


2.4 RrGL2 在 不 同 组 织 和 果实 发 育 的 表达 模式 

利用 Real-time PCR 获得 RrGL2 在 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 ， 结 果 如 图 5: A 和 图 5: B 所 示 。RrGL2 在 
种 子 中 的 表达 量 最 低 ， 茎 和 果实 的 RrGL2 表达 量 分 别 是 种 子 的 59.95 倍 和 33.52 ffo IATER RrGL2 的 表 
达 量 分 别 是 种 子 中 的 7.99 倍 和 15.62 倍 。 

从 图 5: B 中 得 到 花 后 3、5 和 7 周 的 果 刺 中 RGL 表达 量 。 结 果 表明 随 着 果实 的 发 育 和 果 刺 的 增加 ， 
RrGL2 表达 量 逐 渐 增 加 ， 在 花 后 7 ARRP RrGL2 表达 量 最 高 ， 分 别 是 花 后 3 JAURI S 周 果 刺 中 的 7.87 倍 和 
2.10 倍 ， 可 以 推断 RrGL2 在 果 刺 的 形成 中 发 挥 一 定 的 作用 。 


80 
a 
60 r 
6 
8 "E 
LE: ü 
E. B 40 b s B b 
k FE 
20 
"M - | 
= 叶片 ee 果实 HF 花 后 3 周 花 后 5 周 花 后 7 周 
Stem Leaf Flowerbud Fruit Seed 3 WAF 5 WAF 7 WAF 
TE: A. 茎 、 叶 片 、 花 芽 、 果 实 和 种 子 中 的 表达 ;了 B. 花 后 3 周 (3 WAP). 5 Jal CS WAFO #7 Jal (7 WAF) 果 刺 中 的 表达 。 
字母 代表 数据 的 显著 性 差异 。 
Note: A. Expression pattern of stem, leaf, flower, fruit and seed; B. Expression pattern at 3, 5 and 7 WAF (weeks after flowering). 
The letter indicated statistical significance of differences. 
图 5 RrGL2 在 不 同 组 织 和 果实 发 育 期 中 的 表达 水 平 
Fig.5Expression pattern of RrGL2 in different tissues and development 
3 讨论 
形态 观察 结果 发 现 刺 梨 茎 上 有 一 些 坚硬 的 刺 ， 果 实 外 表面 上 密 披 果 刺 。 通 过 细胞 学 观察 得 到 ， 果 刺 在 
花芽 阶段 已 经 形成 。 同 时 ，RrGZ2 在 茎 和 果 中 的 表达 水 平 高 于 其 他 组 织 ， 说 明 RrGL2 可 能 在 果 刺 和 表皮 毛 
区 态 发 生 中 发 挥 重 要 作用 。 本 文 研究 表明 RrGL2 作用 在 果实 发 育 的 早期 的 果 刺 中 检测 到 RrGL2 的 表达 ， 证 


明 它 可 能 在 果实 发 芽 阶段 起 作 上 月 


度 都 增加 。 与 


2 
A 


的 RrGL2 基因 能 够 增加 果 刺 的 


Ek. 转录 


(Song et aL, 2015). MYB 类 和 蛋白 如 GLI 和 WER， 可 通过 与 bHLH 蛋白 相互 作用 来 调节 GL2 FYR 


特定 部 位 


H(Vernoud et al., 2009; Ohashi et al., 2002)。 随 着 果实 的 成 熟 , 果 刺 的 数量 和 
BS 态 学 改变 相对 应 ，RrGL2 的 表达 水 平 也 随 之 提高 。 
起 始 密切 相关 (Rerie et al., 1994)。 而 在 花 后 7 周 的 果实 果 刺 中 RGL 表达 量 达 到 最 高 , 暗示 与 刺 发 育 相 


因子 EGL3 和 TTGI 


CAPRICE MYB 的 ] 


这 些 结果 暗示 RrGL2 可 能 与 刺 梨 果 刺 


长 
发 
关 
成 


参与 GL2 的 表达 调控 ， 最 终 导致 表皮 毛 形 
EE [A] 


TE 
巾 制 (Lee & Schiefelbein, 1999). RrGL2 作为 一 


的 表达 。 同 时 GL2 的 表达 还 受到 
Hj 


AMEE SPAT RIA RR ACA RI 


个 关键 基 


EX 


E: 
参 


a 


AREA Hey to KS ie BEA AA 
与 调节 果 刺 的 起 始 ， 


白 。Homeodomain 4E 


达 (Foronda et al., 2009). RrGL2 的 三 级 结构 是 DNA/RNA 结合 螺旋 结构 和 orthogonal 结构 ， 这 也 暗 
因子 的 相互 作 上 


Hl) . ERF, GL1 和 


可 以 与 DNA 相 互 作用 并 控 人 
据 报道 GL2 以 细胞 位 置 依赖 性 方式 在 
2006; Masucci et al., 1996). 

本 研究 通用 生物 信 ， 
进化 选择 的 潜力 。 利 用 时 


| 空 表 达 的 检测 获得 RrGL2 在 不 同 引 


p 


因 功 能 还 需要 进 
本 文通 过 RACE 技术 从 刺 梨 中 克隆 得 到 RrGL2. Œ NCBI blast 204 
ER] GL2 类 蛋白 成 员 ， 表 明 RrGL2 可 能 点 
LAS RA AIAC Ei (Wang et al., 1999)。 结 构 域 分 析 显 示 RrGL2 是 一 个 Homeodomain £& 
白 可 结合 DNA 并 调节 转录 DNA 模板 ， 参 与 


步 的 功能 分 析 确 定 。 
居 库 中 搜索 获得 RrGL2 与 其 他 物种 的 
GL2 具有 类 似 的 功能 ， 


N 


这 些 物种 中 的 


成 多 蛋白 复合 物 从 而 调控 发 育 基因 的 表 
示 RrGL2 


GL3 转录 


民 毛 分 化 形成 过 程 中 调节 相 


电学 的 分 析 方 法 得 到 RrGL2 调节 蛋白 与 其 他 物种 中 的 直系 同 源 物 , JE 


激活 GL2 的 表达 (Wang & Chen, 2008). 
民 毛 发育， 并 影响 种 子 含油 


三 
H 


(Shen et al., 


见 GL2 中 正 向 


A 


F 


N 


和 果 刺 不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 水 平 . 因 此 ， 


本 文 为 揭示 和 理解 参与 刺 梨 果 刺 发 育 的 基因 以 及 果 刺 发 育 分 子 机 制 提供 了 分 子 基础 ， 为 通过 基因 工程 培育 
更 少 或 甚至 无 刺 刺 梨 提 高 理论 基础 。 
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